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1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
12 July 1999(12.07.99) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| was 

| | was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemtn des Colombettes 


Diana Nissen 
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VERTRAG 



ER DIE INTERNATIONALE ZU?4fcM 

9Kn 



DEM GEBIET DES PATENTW 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



ENARBEIT 
ENS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

PCT/MDC 9802 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender PunktS 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03763 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

14/12/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

12/12/1997 


Anmelder 

MAX-DELBRUCK-CENTRUM FUR MOLEKULARE MEDIZIN et al . 



Dieser internationale Recherche nbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaf3 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _4 Blatter. 

[X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundtage des Berichts 

a 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeidung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 



□ 
□ 
□ 
□ 



2. 
3. 



Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehatt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht wurde vorgelegt. 

[ | Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

[X] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| j wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

ry] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 
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Feld t Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich ais nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blait 1) 



GemaR Artikel 17{2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



□ 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist. namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 25 (teilweise) und 26-33 (ganz) sich auf 
ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tieri schen Korpers 
beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf 
die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der international Anmeidung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. I [ Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitfichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, da(3 diese internationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 , | | Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. | I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. I | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faflt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahtt. 

j | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 A61K48/00 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (K)assifikationssystern und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 96 20698 A (UNIV MICHIGAN ; LEVY ROBERT 
J (US); LABHASETWAR VINOD D (US); SONG) 
11. Jul i 1996 

siehe Seite 6, Zeile 13 - Seite 16, Zeile 
2 

siehe Seite 56, Zeile 13 - Seite 58, Zeile 
7 

siehe Seite 97, Zeile 2 - Seite 108, Zeile 
9 

siehe Seite 110, Zeile 14 - Seite 120, 
Zeile 18 



-/-- 



1-33 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilte 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht a(s besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" aiteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationaien 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oderdurch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteilung oder andere MaGnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeidung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinde rise her Tatigkert beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

23. Juni 1999 


Absendedatum des internationalen Recherche nberichts 

07/07/1999 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax; (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Sitch, U 
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•LTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTU1 
Internationales Biiro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tJBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 
A61K 48/00 



A3 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 99/30741 

24. Juni 1999 (24.06.99) 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum; 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCT/DE98/03763 

14. Dezcmber 1998 
(14.12.98) 



(30) Prioritatsdaten: 
197 56 309.0 



1 2. Dczember 1 997 ( 1 2. 1 2.97) DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

MAX-DELBROCK-CENTRUM FOR molekulare 
MEDIZIN [DE/DE]; Robert-Rossle-Strasse 10, D^13125 
Berlin (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): RESZKA, Regina [DE/DE]; 
Goethestrasse 23, E>-16341 Schwanebeck (DE). BERNDT, 
Antje [DE/DE]; Charlottenstrasse 20, D-16341 Zepernick 
(DE). 

(74) Anwalt: BAUMBACH, Fritz; BioTez Berlin-Buch GmbH, 
Patentstelle, Robert-Rdssle-Strasse 10, D-13125 Berlin 
(DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE). 



Veroffentlicht 

Mil internationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablauf der fur Anderungen der Anspriiche zugelassenen 
Frist, Veroffent lie hung wird wiederholt falls Anderungen 
eintrejfen. 

(88) Veroffentlichungsdatum des internationalen Recherchenbe- 
richts: 19. August 1999 (19.08.99) 



(54) Title: AGENT FOR GENE THERAPY OF TUMOR, NEURODEGENERATIVE, CARDIOVASCULAR AND AUTOIMMUNE 
DISEASES 



(54) Bezeichnung: MITTEL ZUR GENTHERAPIE VON TUMORERKRANKUNGEN, NEURODEGENERATIVE^ HERZKREIS- 
LAUF- UND AUTOIMMUNERKRANKUNGEN 



(57) Abstract 



Disclosed is an agent for gene therapy of tumor, neurodegenerative, cardiovascular and autoimmune diseases, which can be used both 
in the medical field and in the pharmaceutical industry. The aim of the invention is to provide a totally new starting point for loco-regional 
therapy of tumors, more particularly liver metastasis, by combined application of liposomes/plasmid DNA complexes having different 
composition, quantities and concentrations. The essential point of the invention is a pharmaceutical agent comprising the following: one or 
more genetic materials which are nonencapsulated or encapsulated in PEG, immuno, immuno/PEG, cationic, optionally polymer-modified 
liposomes; lyophilized or degradable starch particles and/or gelatin and/or polymer particles, i.e. nanoparticles, and a contrast agent 
containing iodine, gadolinium, magnetite or fluorine. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Mittel zur Gentherapie von Tumorerkrankungen, neurodegenerativen, Herzkreislauf- und Autoimmunerkrankun- 
gen. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
vollig neue Ansatzpunkte fur eine lokoregionare Therapie von Tumoren, insbesondere von Lebermetastasen, durch eine kombinierte An- 
wendung von Liposomen/Plasmid-DNA-Komplexen unterschiedlicher Zusammensetzung, GrdBe und Beladung zu liefern. Kempunkt der 
Erfindung ist ein pharmazeutisches Mittel, umfassend: eine oder mehrere unverkapselte oder in PEG-, Immuno-, Immuno/PEG- kation- 
ischen, ggf. Polymer-modifizierten, Liposomen verkapselte genetische Materialien; lyophilisierte oder abbaubare Starkepartikel und/oder 
Gelatine und/oder Polymerpartikel, wie z.B. Nanopartikel und jod-, gadolinium-, magnetit- oder fluor-haltige Kontrastmittel. 
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INTERN ATl^fc\L SEARCH REPORT 



Int^^B^tial Application No 

PCT/DE 98/03763 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 A61K48/00 



According to Internationa! Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 3 Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 96 20698 A (UNIV 
J (US); LABHASETWAR 
11 July 1996 

see page 6, line 13 - page 16, line 2 
see page 56, line 13 - page 58, line 7 
see page 97, line 2 - page 108, line 9 
see page 110, line 14 - page 120, line 



MICHIGAN ; LEVY ROBERT 
VINOD D (US); SONG) 



18 



1-33 



PAUSER S ET AL: "Evaluation of efficient 
chemoembol i zation mixtures by magnetic 
resonance imaging therapy monitoring: an 
experimental study on the VX2 tumor in the 
rabbit liver." 

CANCER RESEARCH, (1996 APR 15) 56 (8) 

1863-7. JOURNAL CODE: CNF. ISSN: 

0008-5472., XP002106971 

United States 

see the whole document 

-/— 
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Further documents are listed in the continuation of box C. 



El 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



"T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"&" document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

23 June 1999 


Date of mailing of the international search report 

07/07/1999 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax; (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Sitch, W 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 
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jonat Application No 

PCT/OE 98/03763 



C.(Continuation> DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A 

P,Y 



P,X 



DE 43 41 478 A (MAX DELBRUECK CT FUER 

MOLEKULA) 8 June 1995 

see column 1, line 39 - column 2, line 53 

WO 95 12392 A (UNIV CALIFORNIA) 
11 May 1995 

see page 7, line 16 - page 12, line 4 

DATABASE MEDLINE 

FILE SERVER STN KARLSRUHE 

ZUSAMMENFASSUNG 90358589, 

TAKEKOSHI H: "Chemoembol ization combined 

with hepatic arterial induction of 

endogenous TNF and anticancer agents for 

hepatocellular carcinoma — a case report." 

XP002106973 

& GAN TO KAGAKU RYOHO ' JAPANESE JOURNAL OF 
CANCER AND CHEMOTHERAPY ! , (1990 AUG) 17 (8 
PT 2) 1744-7. JOURNAL CODE: 6T8. ISSN: 
0385-0684. , 

EP 0 132 142 A (HITACHI CHEMICAL CO LTD) 
23 January 1985 

RESZKA, R. C (1) ET AL: "A new drug 
carrier application system for an 
efficient targeted treatment of liver 
metastases . " 

JOURNAL OF LIPOSOME RESEARCH, (FEB., 1998) 
VOL. 8, NO. 1, PP. 98. MEETING INFO.: 
SIXTH LIPOSOME RESEARCH DAYS CONFERENCE 
LES EMBIEZ, FRANCE MAY 28-31, 1998 ISSN: 
0898-2104. , XP002106972 
see the whole document 

W0 98 47532 A (C0CKBAIN JULIAN R M 
;NYC0MED IMAGING AS (NO); GEN HOSPITAL 
CORP (U) 29 October 1998 
see page 5, paragraph 2 - page 17, 
paragraph 1; claims 22,29,30 
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Form PCT/ISA/21 0 (continuation of second sheet) (July 1 992) 
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INTERNATI L, SEARCH REPORT 



Imational application No. 
PCT/DE98/03763 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



Thismtemauonalsearchreportta^ 17(2)(a) for the following reasons: 

1. fin Claims Nos.: 

— because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Observation: Although Claims 25 (in part) and 26-33 (fully) relate to a method for treatment 
of the human or animal body, the search was carried out and was based on the cited effects of 
the compound/composition. 

2. [ | Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. | | Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 ' CZ1 ^ a11 re< J uired add itional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims . 

2 - As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 * | | As om, v s °me of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4 PI No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant' s protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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[formation on patent family members 



■onaJ Application No 

PCT/DE 98/03763 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 


WO 9620698 


A 


11-07-1996 


AU 


4755696 


A 


24-07-1996 








CA 


2207961 


A 


11-07-1996 








EP 


0805678 


A 


12-11-1997 








JP 


10511957 


T 


17-11-1998 


DE 4341478 


A 


08-06-1995 


WO 


9618421 


A 


20-06-1996 








EP 


0797456 


A 


01-10-1997 


WO 9512392 


A 


11-05-1995 


US 


5460830 


A 


24-10-1995 








US 


5462751 


A 


31-10-1995 








us 


5460831 


A 


24-10-1995 








CA 


2174244 


A 


11-05-1995 








EP 


0726767 


A 


21-08-1996 








JP 


9504790 


T 


13-05-1997 


EP 0132142 


A 


23-01-1985 


JP 


60021764 


A 


04-02-1985 


WO 9847532 


A 


29-10-1998 


AU 


7068698 


A 


13-11-1998 



Foim PCT/ISA/21 0 (patent family annex) (July 1 992) 



INTERNATION 



ilECHERCHENBERICHT 



Inl nales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03763 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 A61K48/00 



Nach der Internationalen Patent klassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole > 

IPK 6 A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroftentlichungen, soweit diese unterdie recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegritfe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentiichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



WO 96 20698 A (UNIV MICHIGAN ;LEVY ROBERT 
J (US); LABHASETWAR VINOD D (US); SONG) 
11. Juli 1996 



2 

si 

7 

si 

9 



Seite 


6, Zeile 13 - 


Seite 16, Zeile 


Selte 


56, Zeile 13 - 


- Seite 58, Zeile 


Seite 


97, Zeile 2 - 


Seite 108, Zeile 


Seite 


110, Zeile 14 


- Seite 120, 


18 





-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



1-33 



Weitere Veroftentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroftentlichungen 
"A" Verotfentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Verotfentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsarispruch zweifelhaft er- 
schetnen zu tassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verotfentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verdffentlichung, die sich auf eine mundiiche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oderandere MaBnahmen bezieht 
"P u Verbffentfichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroflentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X" Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentiichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Ertindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verotfentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verbffentlichungen dieser K at ego he in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&*' Veroffentiichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

23. Juni 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenbericht s 

07/07/1999 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo ni. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Sitch, W 
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INTERNATION 



R RECHERCHENBERICHT 



onales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03763 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderfich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


Y 


PAUSER S ET AL: "Evaluation of efficient 
chemoembol ization mixtures by magnetic 
resonance irtiayi ny x-nerapy fiioni ton ny . an 
experimental study on the VX2 tumor in the 
rabbit liver. 1 ' 

CANCER RESEARCH, (1996 APR 15) 56 (8) 

1863-7. JOURNAL CODE: CNF. ISSN: 
nnnfi— YPnn5infi07i 

United States 

siehe das ganze Dokument 


1-33 


Y 


DE 43 41 478 A (MAX DELBRUECK CT FUER 
MOLEKULA) 8. Juni 1995 

siehe Spalte 1, Zeile 39 - Spalte 2, Zeile 
53 


1-33 


Y 


WO 95 12392 A (UNIV CALIFORNIA) 
11. Mai 1995 

siehe Seite 7, Zeile 16 - Seite 12, Zeile 
4 


1-33 


A 


DATABASE MEDLINE 

FILE SERVER STN KARLSRUHE 

ZUSAMMENFASSUNG 90358589, 

TAKEKOSHI H: "Chemoembol i zati on combined 

with hepatic arterial induction of 

enaogenous t iMr ana anti cancer agents tor 

hepatocellular carcinoma — a case report." 

XP002106973 

si ene /.usammentassung 

& GAN TO KAGAKU RYOHO 'JAPANESE JOURNAL OF 
CANCER AND CHEMOTHERAPY!, (1990 AUG) 17 (8 
PT 2) 1744-7. JOURNAL CODE: 6T8. ISSN: 
0385-0684. , 




A 


EP 0 132 142 A (HITACHI CHEMICAL CO LTD) 
23. Januar 1985 




P.Y 


RESZKA, R. C (1) ET AL: "A new drug 
carrier application system for an 
eTTicient targexeu treatment ot liver 
metastases . " 

JOURNAL OF LIPOSOME RESEARCH , (FEB., 1998) 
VOL. 8, NO. 1, PP. 98. MEETING INFO.: 
SIXTH LIPOSOME RESEARCH DAYS CONFERENCE 
LES EMBIEZ, FRANCE MAY 28-31, 1998 ISSN: 
0898-2104. , XP002106972 
siehe das ganze Dokument 


1-33 


P,X 


W0 98 47532 A (C0CKBAIN JULIAN R M 
;NYCOMED IMAGING AS (NO); GEN HOSPITAL 
CORP (U) 29. Oktober 1998 
siehe Seite 5, Absatz 2 - Seite 17, Absatz 
1; Anspruche 22,29,30 


1-33 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



jrnationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03763 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich ats nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaG Artikel 1 7(2)a) wurde aus foigenden Grunden fur bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt: 



□ 



Anspriiche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist. namlich 

Bemerkung: Obwohl die Anspriiche 25 (teilweise) und 26-33 (ganz) sich auf 
ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tieri schen Kdrpers 
beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf 
die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

Anspriiche Nr. 

weil sie sich auf Teile der international Anmetdung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
da!3 eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. I 1 Anspriiche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspriiche handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld 11 Bemerkungen bei mangelnder Einheittichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1} 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . j | Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
' ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche. 

2 I I Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne etnen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahiung einer solchen Gebuhr aufgefordert 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

1 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind. namlich auf die 

Anspriiche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in foigenden Anspriichen er- 
faRt: 



Bemerkungen hinsichtllch eines Wlderspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| [ Die Zahiung zusatziicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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INTERNATIONA 



RECHERCHENBERICHT 



Angaben zu VerdffentlichungS^ie zur selben Patentfamilie gehoren 



>nales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/03763 



lm Recherchenbericht 
angeftihrtes Patentdokument 


Datum der 
Veroffentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
Veroffentlichung 


WO 9620698 A 


11-07-1996 


AU 


4755696 


A 


24-07-1996 






CA 


2207961 


A 


11-07-1996 






EP 


0805678 


A 


12-11-1997 






JP 


10511957 


T 


17-11-1998 



DE 4341478 A 08-06-1995 WO 9618421 A 20-06-1996 

EP 0797456 A 01-10-1997 



WO 9512392 A 11-05-1995 US 5460830 A 24-10-1995 

US 5462751 A 31-10-1995 

US 5460831 A 24-10-1995 

CA 2174244 A 11-05-1995 

EP 0726767 A 21-08-1996 

JP 9504790 T 13-05-1997 



EP 


0132142 


A 


23-01-1985 


JP 


60021764 


A 


04-02-1985 


WO 


9847532 


A 


29-10-1998 


AU 


7068698 


A 


13-11-1998 
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PATENT COOPERATION 1 ATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
PCT/MDC 9802 


cod fmuthitd a^tiom See Notification of Transmittal of International 
fUKr UK1 H1LK AU 1 1U ™ Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


international application No. 

PCT/DE98/03763 


International filing date (day/monthyear) 
14 December 1998 (14.12.98) 


Priority date (day/month/year) 

12 December 1997 (12.12.97) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A6 IK 48/00 


Applicant 

MAX-DELBRUCK-CENTRUM FUR MOLEKULARE MEDIZIN 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary* Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



I | This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
' — ' been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 



(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 
These annexes consist of a total of sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
I [)x(] Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



II 


□ 


III 




IV 


□ 


V 


IE1 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

12 July 1999(12.07.99) 


Date of completion of this report 

02 December 1999 (02.12.1999) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1 994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE98/03763 



[. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as ' originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages *'* 9 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of — 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-33 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/1 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
; filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 I the description, pages 

I 1 the claims, Nos. 



1 1 the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I — I to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE98/03763 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

1 | the entire international application. 

[X] claims Nos. 25-33 

because: 



F-71 the said international application, or the said claims Nos. 25-33 . : 

2SJ relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 

See Supplemental Box 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 



l—i the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 

| I by the description that no meaningful opinion could be formed. 



| [ no international search report has been established for said claims Nos. 



Form PCT/IPEA/409 (Box III) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT ^ 


J^ernational application No. 
PCT/DE 98/03763 


V. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. 


Statement 






Novelty (N) Claims 1-33 YES 




Claims 


NO 




Inventive step (IS) Claims ^ ^3 YES 




Claims 


NO 




Industrial applicability (IA) Claims _ 1-2 4 (25 33 cf. text) Y£S 




Claims 


NO 


2. 


Citations and explanations 






Reference is made to the following 


documents : 




Dl: Cancer Res. 56, 1863-1867 (1996), 




D2: DE-A-4341478, 






D3: WO 98/47 532 - P document, 






D4: Abstr. XP002106972 - P document. 




1. Document Dl is concerned with treating liver tumours 




by means of chemotherapy. A composition consists of 




cisplatin, an embolisate such as xx 


spherex" 




(degradable starch pellets with a 


diameter of 30-50 




micrometers) or "gelfoam" (particle diameter 90 




micrometers) and Gd-DPTA for amplifying signals in 




nuclear resonance imaging. 






Document D2 discloses liver tumour 


therapy and a 




composition that has been prepared 


from an 




antitumour agent (cisplatin) , an embolisate composed 




of lyophilised starch particles (40-90 micrometer 




diameter, for example, "spherex") 


and an iodine-, 




Gd-, or magnetite-containing contrasting agent. 




Should the priority of the application (not 




examined) prove to be invalid, then P documents D3 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 




International application No. 
PCT/DE 98/03763 



and D4 could be referred to for an objection 
concerning novelty and inventive step. 



The remaining documents merely appear to represent 
technical background . 



2. 



The application substantially relates to a 



pharmaceutical agent comprising: 

- genetic material (unencapsulated or encapsulated 
in modified liposomes) , 

- starch particles and/or gelatine/polymer 
particles , 

- contrasting agent (iodine-, gadolinium-, 
magnetite- or fluorine-containing) . 

3. In view of the aforementioned remarks, the subject 
matter of Claims 1 to 33 appears to be novel and 
inventive . 

4. The PCT does not contain any clear criteria for 
determining whether the subjects of the present 
Claims 25 to 33 are industrially applicable. 
Patentability can also depend on the wording of the 
claims. The EPO, for instance, does not recognise 
the subject matter of claims relating to the medical 
use of a compound as industrially applicable; 
however, claims are allowed which relate to a known 
compound for first-time medical use and the use of 
this compound for preparing a drug for a new medical 
use . 
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International application No. 
PCT/DE 98/03763 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: III 



5. Claims 25 to 33 relate to a subject matter which, 
in the Examining Authority' s opinion, comes under 
PCT Rule 67.1(iv). Therefore, it is not possible 
to establish an expert opinion as regards the 
industrial applicability of the subject matter of 
those claims (PCT Article 34 (4) (a) (i) ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



ft 



VERTRAG UBER ^INTERNATIONALE ZUSAIMENARBE 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 




Rare 0 5 DEC 1399 



1 WfPO 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmetders Oder Anwalts 
PCT/MDC 9802 


siehe Mitteilung Liber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/03763 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Mona^a/ir) 
14/12/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
12/12/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
A61K48/00 


Anmelder 

MAX-DELBRUCK-CENTRUM FUR MOLEKULARE MEDIZIN etal. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht AN LAG EN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Beh6rde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



ll 


□ 


III 

IV 


□ 


V 


18 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Qrundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, ertinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbark it 
Mangelnde Einheitltchkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der ertinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



12/07/1 999 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

0 2. 12. 99 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Ludwig, G 

Tel. Nr. +49 89 2399 8698 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/03763 



I. Grundlage d s B richts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Behchts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Serten: 

1-19 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1-33 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regei 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbltche Anwendbark it 

Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als 

neu, auf erf inderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewetblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte intemationale Anmeldung. 
H Anspruche Nr. 25-33. 

Begrundung: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1 ) (Januar 1994) 



# 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/03763 



H Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 25-33 beziehen sich aut den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 

siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daG kein sinnvolles Gutachten erstellt werd n 
konnte (genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: AnsprOche 1-33 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-33 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-24 (25-33 - cf. text) 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/03763 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: Cancer Res. 56, 1863-1867 (1996) 

D2: DE-A-4341478 

D3: WO 98/47532 - P-Dokument 

D4: Abstr. XP002 106972 - P-Dokument 



Punkt V: 

1 . Dokument D1 betrifft die Chemotherapie von Lebertumoren mit einer 
Zusammensetzung bestehend aus Cis-platin, einem Embolisat wie "Spherex" 
(abbaubare Starkekugelchen mit Durchmesser 30-50 mikron) oder "Gelfoam" 
(Partikeldurchmesser 90 mikron) und Gd-DPTA zur Signalverstarkung bei der 
Kernresonanzbildgebung. 

Dokument D2 offenbart eine Tumortherapie der Leber mit einer 
Zusammensetzung zubereitet aus einem Cytostatikum (Cis-platin), einem 
Embolisat aus lyophilisierten Starkepartikeln (40-90 mikron Durchmesser z.B. 
"Spherex") und einem Jod,- Gd,- oder Magnetit-haltigen Kontrastmittel. 

Falls die Prioritat der Anmeldung (nicht gepruft) n/cM gultig ist konnten die P- 
Dokumente D3 und D4 fur einen Einwand gegen die Neuheit/erfinderische 
Tatigkeit herangezogen werden. 

Der Rest der Dokumente scheint nur technischen Hintergrund zu betreffen. 

2. Die Anmeldung betrifft im wesentlichen ein pharmazeutisches Mittel, umfassend: 

- genetisches Material (unverkapselt oder in modifizierten Liposomen verkapselt) 

- Starkepartikel und/oder Gelatine-/ Polymer- Partikel 

- Kontrastmittel (Jod,- Gadolinium-, Magnetit- oder Fluor-haltig). 

3. Im Licht des Obigen erscheint der Gegenstand der Anspruche 1-33 als neu und 
erfinderisch. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Hatt 1) (EPA- April 1997) 



* • 



• It 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/03763 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



4. Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 
25-33 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine 
einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der 
Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet 
sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zu- 
gelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen 
medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung zur 
Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet 
sind. 

Punkt III: 

5. Die Anspruche 25-33 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach Auffassung 
dieser Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird uber die 
gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche kein Gutachten 
erstellt (Artikel 34 4) (a) (i) PCT). 
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(57) Abstract 

Disclosed is an agent for gene therapy of tumor, neurodegenerative, cardiovascular and autoimmune diseases, which can be used both 
in the medical field and in the pharmaceutical industry. The aim of the invention is to provide a totally new starting point for loco-regional 
therapy of tumors more particularly liver metastasis, by combined application of liposomes/plasmid DNA complexes having different 
composition quantities and concentrations. The essential point of the invention is a pharmaceutical agent comprising the following: one or 
more genetic materials which are nonencapsulated or encapsulated in PEG, immuno, immuno/PEG, cationic, optionally polymer-modified 
liposomes; lyophilized or degradable starch particles and/or gelatin and/or polymer particles, i.e. nanoparticles, and a contrast agent 
containing iodine, gadolinium, magnetite or fluorine. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Mittel zur Gentherapie von Tumorerkrankungen, neurodegenerativen, Herzkreislauf- und Autoimmunerkrankun- 
gen. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
vollig neue Ansatzpunkte fiir eine lokoregionare Therapie von Tumoren, insbesondere von Lebermetastasen, durch eine kombinierte An- 
wendung von Liposomen/Plasmid-DNA-Komplexen unterschiedlicher Zusammensetzung, GroBe und Beladung zu liefem. Kernpunkt der 
Erfindung ist ein pharmazeutisches Mittel, umfassend: eine oder rnehrere unverkapselte oder in PEG-, Immuno-, Immuno/PEG-, kation- 
^ ischen, ggf. Polymer-modifizierten, Liposomen verkapselte genetische Materialmen; lyophilisierte oder abbaubare Starkepartikel und/oder 

Gelatine und/oder Polymerpartikel, wie z.B. Nanopartikel und jod-, gadolinium-, magnetit- oder fluor-haltige Kontrastmittel. 
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Mittel zur Gentherapie von Tumorerkrankungen , 

neurodegeneratives Herzkreislauf- und Autoimmunerkrankungen 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Mittel zur Gentherapie von 
Tumorerkrankungen , neurodegenerativen , Herzkreislauf- und 
Autoimmunerkrankungen . Anwendungsgebiete der Erfindung sind 
die Medizin und die pharmazeutische Industrie. 

Dickdarm- und Mastdarmtumoren sind nach den Bronchial - 
karzinomen bei Manner n und Mamma tumor en bei Frauen die 
haufigsten bosartigen (malignen) Tumoren in Deutschland. Die 
wesentliche therapeutische MaBnahme besteht bei diesen 
Patienten in der radikalen Resektion des tumortragenden 
Darmabschnitts . Die Hauptsache fur die hohe Mortalitat bei 
kolorektalen Karzinomen ist aber die Metastasierung (a. 1. 
Stelle Lebermetastasierung) . Wenn keine metastasen- 
chirurgische Behandlung mehr moglich ist, bleibt in aller 
Regel eine intensive Chemotherapie als letztes Mittel der 
Wahl. 

Trotz intensivster Erforschung neuer potenter Chemo- 
therapeutika ist die Behandlung nicht resektabler Tumoren, 
insbesondere von Lebermetastasen, weiterhin problematisch, 
denn kolorektale Karzinome verfiigen iiber eine geringe 
Zellprolif erationsrate , Tumorheterogenitat und Medikamenten- 
resistenz. Ein anderer Grund fur das haufige Versagen der 
Chemotherapie liegt darin, daB die gegenwartig verftigbaren 
Zytostatika weder selektiv an bestimmten Stof f wechselwegen von 
Tumoren angreifen, noch ausschlieBlich gegen Tumorzellen 
gerichtet sind. Folglich geht der Einsatz von Zytostatika mit 
vielen schweren Nebenwirkungen einher. 
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Hier bietet der Einsatz von Liposomen und Polymeren die 
Moglichkeit, modifiziert in die pharmakologischen 

Eigenschaf ten der Chemotherapeutika einzugreif en. 

Trotz jahrzehntelanger intensiver Beituihungen , Patienten mit 
inoperablen Tumoren mit Hilfe der Chemotherapie zu heilen, 
sind die Fortschritte als gering zu bezeichnen. Mit Ausnahme 
einiger weniger Erkrankungen (z.B: akute lymphatische 
Leukamie) ist eine vollstandige Heilung des Patienten durch 
alleinige chemotherapeutische MaBnahmen nicht moglich. In 
vielen Fallen ist auch keine signifikante Erhohung der 
Lebenserwartung f estzustellen. Dies liegt einerseits an der 
geringen Tumorspezif itat vieler Chemotherapeutika und 
andererseits an der relativ hohen Toxizitat dieser Substanzen. 
In der Folge ist haufig, trotz massiver Nebenwirkungen , kein 
ausreichender Wirkspiegel im Tumor zu beobachten. In 28 
verschiedenen Studien wurden insgesamt 663 Patienten mit 22 
verschiedenen Substanzen behandelt. Nur 6 Patienten zeigten 
eine komplette Tumorregression, 63 eine temporare, die jedoch 
in den meisten Fallen nicht zu einer signif ikanten 
Prolongation der Uberlebenszeit fuhrte. Diese Studien belegen 
eindeutig die Notwendigkeit , bestehende Therapiekonzepte zu 
verbessern und gegebenenf alls neue Ansatze zu entwickeln* 

Liposomen werden seit 23 Jahren u.a. wegen ihrer Ahnlichkeit 
zu Zellmembranen als multif unktionelles Trager- und Transport- 
system fur biologisch aktive Substanzen, einschlieBlich pro- 
und eukaryontischer Gene untersucht . ( Kim S . , Drugs , 1993 , 
46:618-638). Sie lassen sich als geschlossene mikroskopische 
Strukturen charakterisieren, die aus konzentrisch geordneten 
Lipiddoppelschichten bestehen, die ihrerseits waBrige 
Kompartimente voneinander abtrennen. Besonders umfangreich 
sind die Arbeiten zur liposomalen Verkapselung von 
Arzneimitteln. Hier bieten die Liposomen im Vergleich zu 
anderen Tragersystemen Vorteile, die sich u.a. auch fiir die 
Verkapselung von DNA-Konstrukten ausnutzen lassen. 
- Wahlbarkeit der Zusammensetzung, Ladung, Grofie und 
Stabilitat je nach Fragestellung. 
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Moglichkeit des vollstandigen biologischen Abbaus. 
kaum vorhandene immunologische und toxische Reaktionen. 
Haufig veranderte Pharraakokinetik der liposomal 
verkapselten Substanz. 

Veranderte Organverteilung und Tropie zu bestimmten 
Organen . 

Moglichkeiten fur verschiedene Methoden des Target ings 
( Ant ikorper , Lectine ) 

Liposomen konnen auch als Gen trans f er-Systeme verwendet 
werden . 

In der Mehrzahl der tierexperimentellen Modelle wurde der 
Gentransfer jedoch ex vivo durchgef iihrt . Die hierdurch 
gewonnenen Erkenntnisse iiber eine durch die genmodif izierten 
Tumorzellen induzierte tumorspe2if ische Immunantwort hat zu 
der Strategie einer x Vakzinierung' mit Zytokin-Gen- 
transf izierten Tumorzellen gefuhrt. Eine in-vivo-Gentransf er- 
Strategie wurde im Rahmen einer RAC-genehmigten Studie im 
University of Michigan Medical Center, Ann Arbor angewandt. 
Durch die direkte Injektion von Liposomen/Plasmid-DNA- 
Komplexen im Tumorgewebe soil der Transfer eines MHC-Klasse-I 
( HLA-B7 ) -Gens in Tumorzellen erreicht werden, um dadurch eine 
Immunreaktion zu stimulieren. Andere Gentransf ersysteme 
benutzen Suizid-Gene, um Tumorzellen fur chemotherapeutische 
Substanzen sensitiv zu machen. Dabei sind verschiedene Gene 
getestet worden, die ein selektives Abtoten der exprimierten 
Zellen verursachen konnen. 

Ein einfaches und nach den ersten klinischen Daten auch 
wirkungsvolles System wurde von K. Culver entwickelt (Culver 
K*W. et al., Science 1992, 256:1550) und bereits in 
klinischen Studien angewandt. Die Strategie basiert auf dem 
Transfer des Herpes-Simplex-thymidinkinase (HSV-tk)-Gens in 
Tumorzellen mittels eines retroviralen Vektors. HSV-tk- 
transf izierte Zellen werden fur die Anti-Virus-Substanz 
Ganciclovir sensitiv. Ganciclovir wird durch HSV-tk in einem 
Nukleotid-ahnlichen Precursor , der nach weiterer 
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Phosphorylierung in die DNA teilender Zellen inkorpiert wird 
und zu einem Stopp der DNA-Synthese und zum Zelltod ftihrt. 

Caruso et al. (Proc. natl. Acad. Sci., 1993, 90:7024-7028) 
konnten durch Adaptation der Culver-Suicidstrategie an das 
Lebermetastasemodell nach Injektion von HSV-tk-Vektor- 
produzierenden Zellen eine Regression von etablierten, 
makroskopisch sichtbaren Lebermetastasen nachweisen • 
Nachteilig fur diesen Ansatz der Tumor therapie mit viralen 
Vektoren ist aber, daB auf Grund der immunologischen 
Abwehrmechanismen des Organismus, nur eine einmalige Gabe des 
Gen-Vektor-Konstruktes moglich ist. Fur einen liposomalen 
Vektor ist eine mehrmalige systemische Verarbeitung moglich. 

Auch fur die Behandlung von relativ schwer zuganglichen 
Tumoren (z.B, multiple Lebermetastasen, Gehirntumore) ist die 
gezielte und sichere Applikation und Transfektion mit retro- 
bzw. adenoviralen Vektoren noch problematisch, ganz abgesehen 
von den auftretenden Behandlungsrisiken mit viralen 
Infektionen. Es soil moglichst wenig gesundes Gewebe zerstort 
und in Mitleidenschaf t gezogen werden, bei moglichst hoher 
Transferef f izienz mit anschlieBender vollstandiger 

Tumorregression . 

Bisher wurde in vivo noch kein liposomal verpacktes Therapie- 
oder Suizid-Gen in Lebermetastasen am CC531 Karzinom 
transf iziert . 

Der Erfindung liegt die Auf gabe zugrunde, vollig neue 
Ansatzpunkte fur eine lokoregionare Therapie von Tumoren, 
insbesondere von Lebermetastasen, durch eine kombinierte 
Anwendung von Liposomen/Plasmid-DNA-Komplexen unterschied- 
licher Zusammensetzung, GroBe und Beladung zu lief em. 

Die Auf gabe der Erfindung wird durch die in den Anspruchen 1, 
23 und 25 beschriebenen Merkmale gelost; die Unteransprtiche 
sind Vorzugsvarianten. 
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Kernpunkt der Erfindung ist ein pharmazeutisches Mittel, 
umf assend 

eine oder mehrere unverkapselte oder in PEG-, Immuno-, 
Immuno/PEG- , kationischen , ggf . Polymer-modif izierten , 
Liposomen verkapselte genetische Material ien, 

- lyophilisierte oder abbaubare Starkepartikel und/oder 
Gelatine und/oder Polymerpartikel , wie z.B. Nanopartikel 
und 

- jod-, gadolinium-, magnetit- oder f luor-haltige 
Kontrastmittel . 

Genetische Mater ialien sind bevorzugt DNA, RNA, Ribozyme, 
Antisense-Oligonukleotide und besonders bevorzugt 

Therapiegene, wie z.B. Suizidgene, Zytokingene, Chemokingene 

(MlPla, MCP) Antiangiogenesegene , wie Vascular Endothial 
Growth Factor (VEGF), Apoptosegene , wie z.B. Apoptin, Natural 
born Killer (NbK) , ggf* in Kombination mit Markergenen, wie 
z.B. Green Fluorescence Protein (GFP) , Galactosidasegen (LacZ) 
unter ggf. induzierbaren, ggf* gewebespezif ischen Promotoren. 

Eine weitere Variante des Mittels besteht darin, daB es 
zusatzlich, die DNA dichter packende Proteine, wie Nuclear 
Capsid Protein (NCP 7), HMG und/oder synthetische Substanzen, 
wie 2.B. Polyethylenimin, Poly-L-Lysin oder Protaminsulf at 
enthSlt. 

Bevorzugte Suizidgene sind Herpes simplex Virus 
Thymidinkinasegen (HSVtk) , Deaminasegen, NR/CB1954, Pyrin 
Nukleosid Phosphorylase und/oder die Zytokingene IL-2, IL-4, 
IL-6, IL-10, IL-12 und/oder IL-15. 

Die Liposomen bestehen aus 

a) einem natiirlichen, halbsynthetischen oder voll- 
synthetischen Amphiphil 

b) einem Steroid, 

c) einer geladenen Lipidkomponente , 
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d) dem wasser- oder lipidloslichen genetischen Material 
und/oder 

e) einer Tragerf lussigkeit und ggf- zusatzlichen 
Hilf sstof f en ♦ 

Dabei sind die Mengenverhaltnisse a:b:c bevorzugt im 
Molverhaltnis 1:0,3:0,1 bis 1:1:0,1 oder bis 1:1:0,5 und c:d 
im Molverhaltnis 2:1 bis 10:1. 

Das natiirliche, halbsynthetische oder vollsynthetische 
Amphiphil ist bevorzugt ein Lipid, Tensid, Emulgator, 
Polyethy lenglykol ( PEG ) oder Lipid-PEG , wobei das Amphiphi 1 
eine Verbindung der allgemeinen Formel I ist 



CH 2 - O - R, 



R 2 - O - CH O 



CR 



+/ 



CH 2 - P - CH ? - CH, - N - CH, 



(I) 



O 



CH, 



worin R x und R s = c 10 - C 20 - Alkanoyl , - Alkenoyl, - 
Alkyl, -Alkenyl bedeuten. 

Das eingesetzte Steroid ist Cholesterol, Diethoxycholesterol 
oder Sitosterol. 



Die geladene Lipidkomponente ist das Anion des 

Dicetylphosphats, der Palmitinsaure, der Stearinsaure , das 
Anion eines Phospholipids, wie z.B. Phosphatidylserin , 

Phosphatidsaure oder das Anion eines Sphingolipids , wie z.B. 
Sulfatid, oder Polyethylenglykol (PEG), wie z.B. MPEG-DSPE. 

Eine bevorzugte Ausf tihrungsf orm des Mittels besteht darin, daS 
die geladene Lipidkomponente fluoriert ist. 
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Weiterhin konnen als zusatzliche Hilfsstoffe Polymerpartikel 
in Form einer 25 %igen waBrigen Losung von Poloxamer 
eingesetzt werden. 

Bevorzugt liegen die die genetischen Materialien in 
SUV (Small unilamellar vesicles )-PEG-Liposomen, 
LUV (Large unilamellar vesicles ) -PEG-Liposomen , 

- REV (Reversed face evaporation vesicles) -PEG-Liposomen, 
MLV (Multilamellar vesicles ) -PEG-Liposomen , 
Anti-Ki-67-Immun-PEG-Liposomen , 
Anti-CEA-PEG-Liposomen Oder 

PEG DAC-Chol-Liposomen vor. 

Die Starkepartikel im Mittel liegen bevorzugt lyophilisiert in 
einer Grofie von 40-90 /xm vor und befinden sich in 
physiologischer Kochsalz losung in der Konzentration von 5 bis 
70 mg/ml . 

Besonders bevorzugt weisen die Starkepartikel eine KorngroBe 
von 60 bis 90 /zm auf . 

Das erf indungsgemaBe Mittel enthalt als jodhaltiges 
Kontrastmittel ein- oder mehrfach jodierte Phenylderivate , 
darunter bevorzugt Iopromid, Ioxitalamat, Ioxaglat, Iopamidol, 
Iohexol, Iotralon, Metrizamid oder Ultravist. 

Fluorierte Lipide kommen als Kontrastmittel ebenfalls in 
Betracht . 

Eine sehr geeignete Ausf iihrungsf orm ist ein Mittel, welches 
30 bis 90 mg lyophilisierte oder abbaubare Starkepartikel und 
5 bis 100 mg verkapseltes oder unverkapseltes genetisches 
Material enthalt. 

Eine spezielle bevorzugte Ausf iihrungsf orm des Mittels ist 
dadurch gekennzeichnet , daB es 

- Markergen LacZ und Suizidgen pUT HSVtk, 

- verkapselt in MLV— PEG , 

als Starkepartikel Spherex oder Gelfoam und 

- ein fluoriertes Kontrastmittel enthalt. 
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Die Mittel werden hergestellt, indem man 30 bis 90 mg 
lyophilisierte oder abbaubare Starkepartikel und/oder Gelatine 
und/oder Polymerpartikel in 3 bis 6 ml Kontrastmittel lost und 
danach die therapeutisch notwendige Menge eines genetischen 
Materials zusetzt . 

Bevorzugt wird die therapeutische Menge eines genetischen 
Materials und ggf. ein komplexierendes Agens in einem oder 
mehreren Lipiden gelost und mit Starkepartikeln und einem 
Kontrastmittel versetzt . 

Die Verwendung der erf indungsgemaBen Mittel erfolgt zum 
Gentransfer und zur Gentherapie, insbesondere zur Therapie von 
Lebermetastasen, Tumoren der Lunge, Blase, Kopf und Hals, 
Urogenitalien, Lymphknoten, Mamma, bei Glioblastomen, 
Arthritis und Asthma. 

Es kann gleichermaBen zur lokalen Gentherapie verwendet 
werden . 

Speziell wird das Mittel verwendet 

zur intraarteriellen Therapie von Lebermetastasen, 

Pankreastumoren , Metastasen im kleinen Becken, 
zur Behandlung von neurodegenerativen und 

Autoimmunerkrankungen , 

- bei Parkinsonscher , Alzheimer Krankheit und Multipler 
Sklerose, 

- bei Diabetes Typ I , 

- zur Begleitung von Transplantationen, 

- zur Restenosebehandlung und 

- bei Bluthochdruck. 

Zusammengef aBt wird noch einmal f estgestellt , daB fur die 
Wirksamkeit der erf indungsgemaBen Liposomen/Plasmid-DNA- 
Komplexe folgende Zusammenhange von entscheidender Bedeutung 
sind. 
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1 . Die Anwendung der arteriellen Embolisationstherapie ; 
(direkter Zugang zur Tumorversorgung (75-90%), hohe lokale 
Tumorkonzentration bei geringer systemischer Toxizitat) 

2. Die kombinierte Anwendung von DNA tragenden Liposomen xnit 
dem Embolisat; (dreif aches Tragersystem) 

3. Die Verwendung eines effektiven (starken) Promoters. 

Als besonderer Vorteil ist hervorzuheben, daB der Organismus 
bei der Anwendung dieser Liposomen/Plasmid-DNA-Komplexe kaum 
eine immunologische Reaktion zeigt (wiederholter Einsatz ist 
uneingeschrankt moglich) , es konnte daruber hinaus keine 
Toxizitat festgestellt werden. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch Ausf iihrungsbeispiele 
erlautert werden. 

Methode : 

In vivo Untersuchung zur Behandlung von Lebermetastasen im 
Tier mode 11 . 

Es werden multilamellar Polyethylenglykol-Liposomen (MLV-PEG- 
Liposomen) mit DNA (Suizidgen) beladen und zusammen mit dem 
Drug Carrier Embolisation System (DCES) intraarteriell zur 
Behandlung von Lebermetastasen der Ratte eingesetzt. 

Tiere: 

Fur die tierexperimentelle Untersuchungen werden mannliche 
Wag/Ri j Ratten verwendet ( Zuchtbetrieb : Harlan Winkelmann 
GmbH, Gartenstrasse 27, D-33178 Borchen) . Das 

durchschnittliche Korpergewicht (KGW) der Tiere betragt 250- 
280g. Die Tierhaltung entspricht den Richtlinien des 
Tierschutzgesetzes , d.h. die spezifisch pathogen freien (SPF) 
Ratten werden unter standardisierten Umweltbedingungen im 
transgenen Trakt des Tierlaboratoriums im Max-Delbriick- 
Centrum, Berlin-Buch gehalten. Im Tierstall betragt die 
Temperatur 22 °C (±l°c), die relativen Luf tf euchtigkeit liegt 
bei 50% (±10%) und der Hell-Dunkel-Rhythmus (6.00-18.00Uhr) 
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wechselt alle 12h. In einem standardisierten Kafig (Typ 3) mit 
810cm 2 Bodengrundf lache und einer Hohe von 19cm werden die 
Ratten zu je 2 Tieren auf einer Einstreu aus Sagespanne 
gehalten (autoklaviert bei 121°C fur 12min) . Als 
Standardf utter erhalten die Tiere Versuchstierdat fur Ratten 
der Firma Sniff sowie Wasser ad libitum. 

Zellkultur : 

Die CC531 Zellinie wird in RPMI 1640 Medium kultiviert. Das 
Medium enthalt 10% f Stales Kalberserum, lOOU/ml Penizillin G, 
lOOjug/ml Streptomyzinsulf at und 0,25/ig/ml Amphoterizin. Die 
Zellen werden inkubiert im Zellinkubator bei 5% CO s/ 95% 
Luf tf euchtigkeit und bei 37 °C. 

Herstellung der Liposomen: 

Hydrogenisiertes So ja-phosphatidylcholin, Cholesterol , 

Polyethylenglykol wird im molaren Verhaltnis von 1:1:0,1 in 
Chloroform gelost. Im Rotationsverdampf er wird aus dieser 
Losung Chloroform vollstandig abgedampft und ein Lipidfilm 
entsteht. Der Lipidfilm wird mit Aqua dest. uber 12h unter 
Schutteln inkubiert. Wahrend des Schiittelns bilden sich MLV- 
PEG-Liposomen. Fur die Herstellung der Liposomen/DNA-Komplexe 
wird in die Aqua dest. Phase die gewunschte DNA Konzentration 
hinzugefiigt und wie beschrieben mit dem Lipidfilm geschvittelt. 
Dabei lagert sich die DNA zwischen die sich bildenden 
Lipiddoppelschichten . 

Verwendete DNA: 

• Reportergen pUT 651 kodiert das E. coli lacZ Gen (B-Galactosidase) 

CMV-Promoter 

• Suizidgen pUT 649 kodiert das Herpes simplex Virus-Thymidin Kinase 

CMV-Promoter 

• Suizidgen pBS-CEA-tk kodiert das Herpes simplex Vinis-Thymidin Kinase 

CEA-Promoter 

Vorbereitung und Narkose der Versuchstiere: 

Fur alle tierexperimentellen Arbeiten werden die Ratten 
narkotisiert . Dafiir werden sie ca. ^-lmin in einen Ethertopf 
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gesetzt und bei einsetzender Immobilisation heraugenommen . Die 
In jektionsnarkotika werden fiber eine 1ml Mischspritze i.m. 
(Oberschenkelmuskulatur ) appliziert. Erst nach vollstandigem 
* Einsetzen der anasthetischen und analgetischen Wirkung (nach 

ca. lOmin) wird mit der weiteren Behandlung f ortgef ahren. 



Narkotika 


Dosis 


1. Xylazin (Rompun®, 2%, Bayer AG, Leverkusen) 


12mg/kg KGW 


2. Ketaminhydrochlorid 

(Ketanest®, 50mg/ml, PARKE-DAVIS GmbH, Berlin) 


80mg/kg KGW 



Fiir operative Eingriffe werden die Ratten am Abdomen geschoren 
( Schermaschine) . Die ausgebundenen und fixierten Tieren werden 
an der rasierten Flache gereinigt und mit 70% Ethanol 
desinf iziert . 

Zellaufbereitung der CC531 Zellen fiir die Tumor inokulation: 
Aus der Zellkulturf lasche wird das RPMI Medium abgesaugt und 
mit 3-4ml Trypsinlosung wird der Zellrasen kurz abgewaschen. 
Danach wird 1ml (25cm 3 Zellkulturf lasche) oder 1,5ml (75cm 3 
Zellkulturf lasche) Trypsinlosung auf die Zellen gegeben und 
fiir lOmin im Brutschrank inkubiert. Danach wird die Flasche 
herausgenommen und in 5ml (25cm 3 Zellkulturf lasche) bzw. 10ml 
(75cm 3 Zellkulturf lasche) RPMI Medium aufgenommen. Fiir die 
Auszahlung der vitalen Zellen werden 50/xl der Zellsuspension 
mit 50ml Trypanblau gef arbt (Lebend-Tod-Farbung) . Tote Zellen 
farben sich auf Grund der erhohten Zellpermeabilitat blau an. 
Es werden in der Neubauer Zahlkammer nur die vitalen Zellen 
gezahlt und auf das gesamte Volumen umgerechnet. 
Die Zellsuspension wird 2 mal bei 8000-lOOOUpm 3-5 min 
mitPhosphat gepufferte Saline (PBS) gewaschen und dann mit dem 
benotigten PBS-Volumen (3 x 10 5 / 100/alPBS /Tier) aufgefullt. 

Inokulation der CC531 Zellen: 

Den narkotisierten Ratten wird in der Linea alba, caudal des 
Xyphoides (ca. 2cm lang) das Abdomen eroffnet. AnschlieBend 
wird der linke Leberlappen hervorgelagert . Dazu wird eine 
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sterile, mit 0,9% igen NaCl-Ldsung getrankte, Mullbinde (5cm x 
5cm) verwendet, in dem der Leberlappen mit dem Mulltuch 
vorsichtig erfaBt und ca 3-4cm herausgezogen wird. Der 
vorgelagete Leberanteil wird auf der Bauchdecke auf feuchte 
Mullkompressen gelegt. Uber eine subkapsularen Einstich in den 
linken Leberlappen (Kaniile: 27G x Nr. 20, 0,4 x 20mm, 

TERMUO, Madrid) wird langsam die frisch aufbereitete 
Zellsuspension injiziert (3x10 s vitale Tumorzellen in 100/ul 
PBS pro Tier) . Beim Herausziehen der Kanule wird mit einem 
Wattestabchen der Einstichkanal abgedriickt, urn das AbflieBen 
der Zellsuspension zu verhindern. Mit einem Tropfen 
Gewebekleber (Histoacryl® , B. Braun Surgical GmbH, Meslungen) 
wird dann die Einstichsof f nung verschlossen und das 
Wattestachen kann entfernt werden. Der Leberlappen wird wieder 
vorsichtig in die Bauchhohle zuriickgelagert und die Bauchdecke 
wird zugenaht. 

10-14 Tage nach der Tumorinokulation ist ein tastbarer (ca. 
lcm 3 ) Tumor in der Leber gewachsen. 

Intraarterielle Applikation der DNA/Liposomen-Komplexe : 
Den narkotisierten Ratten wird parallel zu den Rippenbogen, 
caudal des Xyphoides, ca. 5-6cm lang, das Abdomen eroffnet. 
Mit Hilfe von angef euchteten Mullkompressen werden die 
Leberanteiele nach cranial und die Darmanteile nach caudal 
gedrangt, so daB die tieferen Regionen ohne Hindernis 
betrachtet werden konnen. Die weiteren Schritte erfolgen unter 
mikrochirurgischen Bedingungen. Unter Sicht des Mikroskopes 5- 
8 facher VergroBerung werden die A. communis (A. hepatica) , A. 
gastroduodenalis und A. hepatica propria f reiprapariert . 
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A. communis (A. hepatica) 




A. hepatica propria 



Zugel 



Um die A. hepatica propria wird mit einem Seidenfaden (5/0, 1 
metric , Perma-Hand® Seide , gef lochten , ETHICON , Norderstedt ) 
ein Ziigel angelegt und die A, gastroduodenalis wird nach 
distal ligiert. Nahe an dem Abgang der A. communis wird um die 
A. gastroduodenalis ein Faden mit gelockertem Knoten gelegt 
und anschlieBend proximal der Ligatur arteriotomiert . Ein 
Katheter wird vorsichtig iiber diese Of f nung in das Gef aB 
eingebracht und weiter nach intra vasal vorgeschoben . Der so 
plazierte Katheterschlauch wird mit dem vorgelegten Knoten 
einmalig f ixiert . Uber eine Kaniile am anderen Ende des 
Schlauches wird Ringerlosung (B. Braun Melsungen AG, 
Meslungen) unter Sichtkontrolle in jiziert (ca . 0 , 2ml ) , um das 
korrekte Abf lieBen der Fliissigkeit und den Kathetersitzes im 
Gef SB zu kontrollieren. Danach erf olgt die Applikation der 
Liposomen/DNA-Komlexe (mit DCES) im Wechsel von 50jil Liposomen 
und \ min Blutf luB durch die A. communis (Lockerung des 
angeziigelten Gef aBes ) • Nach vollstandiger In jektion wird der 
Kathederschlauch nochmals mit Ringerlosung gesptilt ( 0 , 2-0 , 3ml ) 
und aus dem GefaB herausgezogen . Mit dem vorgelegten Knoten 
kann dann die A* gastroduodenalis proximal der Of f nung 
abgebunden werden. Danach werden die Mullkompressen entf ernt 
und die Ratten werden weiter versorgt. 
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Behandlung der Ratten mit Ganciclovir: 

5 Tage nach der intraarteriellen Applikation der 
Liposomen/DNA-Komplexe erfolgt eine 14 tagige Behandlung der 
Ratten mit Ganciclovir-Natrium (Cymeven® i.v., Hoffmann-La 
Roche, Grenzach-Wyhlen) . Dabei wird den Tieren 1 x taglich 
lOOmg/kg KGW Ganciclovir intraperitoneal appliziert. Daftir 
werden die Ratten mit einer Hand im Nacken erfaBt und aus dem 
Kafig gehoben. Uber eine 1ml Spritze mit einer sterilen Kaniile 
(27G x Nr. 20, 0,4 x 20mm, TERMUO, Madrid) wird im Bereich 

der Mittellinie nach priifender Aspiration in das Abdomen 
langsam in jiziert . 

Totung der Versuchstiere und Blutentnahme: 

Am Tag der Totung werden die Ratten narkotisiert und nach dem 
Einsetzen vollstandiger Analgesie und Anasthesie intracardial 
(i.e.) mit einer 1ml Spritze (Omnifix®-F, Einmalspritze, B. 
Braun Melsungen AG, Melsungen) punktiert. Das einzelne Tier 
wird dabei in Riickenlage gebracht und auf der Hohe einer 
gedachten Verbindungslinie zwischen den beiden Ellenbogen so 
in den Thorax eingestochen, daB die Kaniile (25G x 5/8, 0,5 x 
16mm) rechts des Sternums in kraniodorsaler Richtung geftihrt 
wird. Die Herzpunktion erfolgt bis zum Exitus des Tieres (ca. 
4-6ml Vollblut) . 

Das gewonnene Blut wird fur 1-2 Stunden bei Zimmertemperatur 
Oder uber Nacht bei 4°C stehen gelassen. Der entstandene 
Blutkuchen wird dann vorsichtig von der Rohrchenwand geloBt 
und bei max. 3000UpM 5min zentrif ugiert . Danach wird 
vorsichtig der Uberstand (Serum) abgehebert und eventuell 
nochmals zentri f ugiert , urn Erythrozytenbeimengungen zu 
beseitigen. Das so gewonnene Serum wird dann tiefgefroren und 
bei -20 °C gelagert. 

Organentnahme und Aufbereitung: 

Den toten Ratten wird das Abdomen und der Thorax geoffnet, und 
die benotigten Organe (Lebertumor, Leber, Niere, 
Bauchspeicheldruse, Milz, Herz, Lunge, Lymphknoten (aus 
Darmgekrose und Achseln) ) werden entnommen. Alle Organe werden 
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mit 2-Methylbutan (Roth, Karlsruhe) als Kaltevermittler bei - 
40 °C tiefgefroren und bei -70 °C gelagert. 

Bestimmung der TumorgroBe: 

Die TumorgroBe wird nach der Formel V= a x b 2 /2 bestimmt, 
wobei a die groBte und b die kleinste Tumorausdehnung 
bezeichnet. Die Tumordiameter werden bei jedem Tier zwei mal 
(Tag 10 und Tag 30) gemessen. 

Serumuntersuchung : 

Die gewonnen Serumproben werden mit dem veterinarmedizinischen 
Analysegerat Vet Test 8008 (IDEXX GmbH, Worrstadt, 
Deutschland) auf 16 verschiedene Blutparameter untersucht 
(photometrische Messung) . Dabei handelte es sich um f olgende 
Substanzen und Enzyme: 



Substrate 


intrazellulare Enzyme 


exkretorische Enzyme 


Albumin [g/dl] 


Creatininkinase [mg/dl] 


a-Amylase [IU] 


Total Billirubin [mg/dl] 


Aspartat- Aminotransferase 
[IU] 


Lipase [IU] 


Cholesterin fmg/dl] 


Alanin- Aminotransferase [IU] 




Creatinin |mg/dl] 


Lactat-Dehydrogenase [IU] 




BUN (Harnstoff) lmg/dl] 


Alkalische Phosphatase [IU] 




Glukose [mg/dl] 


y-Glutamyl-Transferase [IU] 




Ammoniak [mg/dl] 







Herstellung der Gef rierschnitte : 

Aus den tief gef rorenen Organen (Leber, Lebertumor, Lunge, 
Niere Milz) werden am Kryotom (Kryostat von LEICA Instruments 
GmbH; NuBloch) 8-12/xm dicke Gef rierschnitte angefertigt. Die 
Schnitte werden auf Poly-L-Lysin beschichtete Glasobjektrager 
aufgezogen und bei Raumtemperatur angetrocknet . Je nach 
weiterer Verwendung werden die Schnitte in 2% 
Paraformaldehydlosung bei 4°C 5min oder fur 5min in 
eisgekuhltem Aceton fixiert. Die Schnitte werden dann 
luftgetrocknet und bei -20 °C gelagert oder gleich anschlieBend 
gef arbt . 
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Histologische Auswertung 

Hamalaun-Eosin Farbung (Ubersichts farbung) : 

Fur die histologischen Ubersichtspraparate wird eine 
Doppel farbung mit Hamalaun-Eosin angefertigt. Durch das 
Hamalaun nach MAYER werden basophile Zellstrukturen blau 
angefarbt (selektive blaue Kernfarbung) . Fur die Plasmaf arbung 
wird mit dem Anilinf arbstof f Eosin Y rot gegengef arbt . 

X-Gal Farbung : 

Zur Lokalisation der transf izierten Zellen und zur Auswertung 
der errreichten Transf ereffizienz nach Applikation des 
liposomalen pUT651 Plasmides werden die angef ertigten 
Gef rierschnitte f olgendermaBen gef arbt. Die 

paraf ormaldehydf ixierten Gef rierschnitte werden 2 mal fur 5- 
lOmin in PBS bei Raumtemperatur gewaschen und sofort in die 
frisch vorbereitete Inkubationsldsung* iiberfuhrt und 4-24h bei 
37°C inkubiert (Entwicklung der Blaufarbung) . Anschliefcend 
werden die Schnitte kurz in Aqua dest. gespult und ca. 30s- 
lmin in Eosin inkubiert. Die Schnitte werden dann entwassert 
uber die aufsteigende Alkoholreihe bis zum Xylol und mit 
Eukitt® eingedeckelt . 

* X-Gal Inkubationslosung: 

fur 80ml = 84ml l,lmM MgCl 2 (22,36mg in 100ml PBS(pH7,2) 



6ml 
6ml 

2,1ml 



50mM K 3 [Fe(CN) 6 ] (l,645g in 100ml H 2 0) 
50mM K 4 [Fe(CN)J (2,112g in 100ml H 2 Q) 
20mg/ml X-Gal in N,N-Dimethylformamid 



Schematischer Versuchsablauf : 



Tag 10 



TagO 



10-14 Tage danach 



intraarterielle OP 



Tumorinokulation 



3 x 10 5 vitale CC531 Zellen in 100^1 PBS werden 

subkabsular in die Leber gespritzt; 

in der Leber ist ein 1cm 3 groBer, solider Tumor 

gewachsen; 

das liposomale DCES mit dem Suizidgen wird uber die 
Leberarterie appliziert; 
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Tag 15 
Tag 30 



Ganciclovirgabe 
Totung 



Beginn mit der GCV Applikation (i.p.) lOOmg/kg 
Korpergewicht 1 x taglich 14 Tage lang; 
unter intracardialem Blutentzug 



Reportergentransf er : 



Tumor- 
inokulation 



i.a. Gentransfer 



0 

Tage 



10 



Ende Totung 



15 



Suicidgentransf er : 



Tumor- 
inokulation 

| 

0 

Tage 



i.a. Gentransfer 



10 



GCV Appl. 
i.p. 

— I 

15 



Appl. Ende Totung 



30 32 



Ergebnisse : 



Beispiel 


Plasmid 


Liposomen 


Embolisat 


Verdiinnung 


1 


lOjtg pUT651 


50fi\ MLV-PEG 


100^1 Spherex® 


250^1 Ringerlsg. 


2 


lOng pUT649 


50/il MLV-PEG 


100^1 Spherex® 


250/il Ringerlsg. 


3 


20 fig pUT649 


50^1 MLV-PEG 


100/tl Spherex® 


250/xl Ringerlsg. 


4 


lOjtg pBS-tk 


50/xl MLV-PEG 


100^1 Spherex® 


250/il Ringerlsg. 


Kontrolle 


ohne 


ohne 


ohne 


250^1 Ringerlsg 



Beispiel 1: 

Den tumortragenden Ratten wird am Tag 10 mit dem DCES pUT651 
(10/xg) appliziert. 5 Tage danach ist die erwartete 
Transfektion des lacZ-Reportergenkonstruktes urn den Tumor 
herum am starksten und die Tiere werden getotet. AnschlieBend 
erfolgt die organentnahme und die Aufarbeitung wie oben 
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beschrieben. Es werden 12jm diinne Gef rierschnitte angef ertigt , 
mit 2% Paraf ormaldehydlsg. fixiert, gewaschen und uber Nacht 
in vorbereiteter X-Gal-L6sung, bei 37 °C inkubiert. Der blaue 
B-Galaktosidase-Farbkomplex ist im Bereich des Tumor randsaumes 
deutlich zu erkennen. Das bedeutet, daB mit diesem System in 
der empf indlichen Wachs turns zone des Tumors gezielt DNA 
transfiziert werden kann. Alle anderen Organe sind in der 
Regel nicht betroffen. 

Beispiel 2: 

Den tumortragenden Ratten wird am Tag 10 mit dem DCES pUT649 
(lOmg) appliziert. Wahrend der Operation wird die TumorgroBe 
vermessen. 5 Tage danach ist die erwartete Transfektion des 
Suicidgenkonstruktes urn den Tumor herum am starksten und bei 
den Tieren wird die GCV Gabe begonnen (1 x taglich lOOmg/kg 
KGW). Am Tag 30 werden die Tiere getotet. AnschlieBend erfolgt 
die Abmessung des Tumors , die Blut- und Organentnahme und die 
Aufarbeitung wie oben beschrieben* Es werden 12jxm diinne 
Gef rierschnitte angef ertigt, mit 2% Paraf ormaldehydlsg. 
fixiert, gewaschen und mit der Hamatoxylin/Eosin-Farbung 
angef arbt. Die Auswertung zeigte eine statistisch signifikante 
Verkleinerung der Lebermetastasen im Vergleich mit der 
Kontrollgruppe. Es ist keine vollstandige Tumorregression 
feststellbar gewesen. 
(siehe Diagramm im Anhang) 

Beispiel 3 : 

Den tumortragenden Ratten wird am Tag 10 mit dem DCES pUT649 
(20mg) appliziert. Wahrend der Operation wird die TumorgroBe 
vermessen. 5 Tage danach ist die erwartete Transfektion des 
Suicidgenkonstruktes urn den Tumor herum am starksten und bei 
den Tieren wird die GCV Gabe begonnen (1 x taglich lOOmg/kg 
KGW). Am Tag 30 werden die Tiere getotet. AnschlieBend erfolgt 
die Abmessung des Tumors, die Blut- und Organentnahme und die 
Aufarbeitung wie oben beschrieben. Es werden 12/xm diinne 
Gef rierschnitte angef ertigt, mit 2% Paraf ormaldehydlsg. 
fixiert, gewaschen und mit der Hamatoxylin/Eosin-Farbung 
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angefarbt. Die Auswertung zeigt eine statistisch signifikante 
Verkleinerung der Lebermetastasen im Vergleich mit der 
Kontrollgruppe. Es ist keine vollstandige Tumorregression 
f eststellbar . 

(siehe Diagramm im Anhang) 
Beispiel 4: 

Den tumortragenden Ratten wird am Tag 10 mit dem DCES pBS-tk 
(lOmg) appliziert. Wahrend der Operation wird die TumorgroBe 
vermessen. 5 Tage danach ist die erwartete Transfektion des 
Suicidgenkonstruktes um den Tumor herum am starksten und bei 
den Tieren wird die GCV Gabe begonnen (1 x taglich lOOmg/kg 
KGW) . Am Tag 30 werden die Tiere getotet. AnschlieBend erfolgt 
die Abmessung des Tumors, die Blut- und Organentnahme und die 
Aufarbeitung wie oben beschrieben. Es werden 12/xm diinne 
Gefrierschnitte angefertigt, mit 2% Paraf ormaldehydlsg . 
fixiert, gewaschen und mit der Hamatoxylin/Eosin-Farbung 
angefarbt. Die Auswertung zeigt, das auf Grund des schwacheren 
Promoters auch keine statistisch signifikante Verkleinerung 
der Lebermetastasen im Vergleich mit der Kontrollgruppe 
erreicht werden kann. 
(siehe Diagramm im Anhang) 



Abkiirzungen 



CEA 


Promoter des Carcino-Embryonic Antigen 


CMV 


Promoter des Cytomegalovirus 


DCES 


Drug Carrier Embolisat System 


HSV-tk 


Herpes Simplex Virus-thymidin kinase 


i.a. 


intraarteriel 


i .p. 


intraperitoneal 


KGW 


Korpergewicht 


lacZ gen 


Reportergen, codiert die B-Galaktosidase 


MLV-PEG 


multilamellar vesicles-polyethylenglycol 


OP 


Operation 
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Patentanspruche 

1. Pharmazeutische Mittel umfassend 

- eine Oder mehrere unverkapselte oder in PEG-, Iramuno-, 
Immuno/PEG- , kationischen , ggf . Polymer-mod if izierten , 
Liposomen verkapselte genetische Materialien, 
lyophilisierte oder abbaubare Starkepartikel und/oder 
Gelatine und/oder Polymerpartikel , wie z.B. Nanopartikel 
und 

- jod-, gadolinium-, magnetit- oder Fluor-haltige 
Kontrastmittel . 

2 . Mittel nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet , daB es als genetische Materialien 
DNA, RNA, Ribozyme, Antisense-Oligonukleotide enthalt. 

3. Mittel nach einem der Anspruche 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dafi es als genetische Materialien 
Therapiegene, wie z.B. Suizidgene, Zytokingene, 
Chemokingene (MIPlcc, MCP) Antiangiogenesegene , Vascular 
Endothial Growth Factor (VEGF) , Apoptosegene , wie z.B. 
Apoptin, Natural born Killer (NbK) , ggf. in Kombination 
mit Markergenen, wie z.B. Green Fluorescence Protein 
(GFP), Galactosidasegen (LacZ) unter ggf- induzierbaren, 
ggf. gewebespezif ischen Promotoren, enthalt. 

4 . Mittel nach Anspruch 3 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

es zusatzlich die DNA dichter packende Proteine wie 
Nuclear Capsid Protein (NCP 7), HMG und/oder synthetische 
Substanzen, wie z.B. Polyethylenimin , Poly-L-Lysin oder 
Protaminsulf at enthalt. 

5. Mittel nach einem der Anspruch 3 oder 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

es die Suizidgene Herpes simplex Virus Thymidinkinasegen 
(HSVtk), Deaminasegen , NR/CB1954, Pyrin Nukleosid 
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Phosphorylase und/oder die Zytokingene IL-2, IL-4, IL-6, 
IL-10, IL-12 und/oder IL-15 enthalt. 

6. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 5 

dadurch gekennzeichnet, daft die Liposomen aus einem 

a) natiirlichen, halbsynthetischen oder vollsynthetischen 
Amphiphil 

b) einem Steroid, 

c) einer geladenen Lipidkomponente , 

d) dem wasser- oder lipidloslichen genetischen Material 
und/oder 

e) einer Tragerf lussigkeit und ggf . zusatzlichen Hilfsstoffen 
bestehen . 

7 . Mittel nach Anspruch 6 , 

dadurch gekennzeichnet , da£ die Mengenverhaltnisse a.b:c 
im Molverhaltnis 1:0,3:0,1 bis 1:1:0,1 oder bis 1:1:0,5 
und c:d im Molverhaltnis 2:1 bis 10:1 sind. 

8. Mittel nach einem der Anspriiche 6 oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

a) das natiirliche, halbsynthetische oder vollsynthetische 
Amphiphil ein Lipid, Tensid, Emulgator, Polyethylenglykol 
(PEG) oder Lipid-PEG ist. 

9. Mittel nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) das Amphiphil eine Verbindung der allgemeinen Formel I ist 

CH 2 - O - R 1 

R 2 - O - CH O CH 3 

I II +/ 

CH 2 - P - CH 2 - CH 2 - N - CH 3 (I) 

I \ 
_0 CH 3 
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worin R x und R 2 = C xo - C 2Q - Alkanoyl, - Alkenoyl, - 

Alkyl, -Alkenyl bedeuten. 

10. Mittel nach einem der Anspriiche 6 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

b) das Steroid Cholesterol, Diethoxycholesterol Oder 
Sitosterol ist. 

11. Mittel nach einem der Anspriiche 6 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

c) die geladene Lipidkomponente das Anion des 
Dicetylphosphats , der Palmitinsaure , der Stearinsaure, das 
Anion eines Phospholipids, wie z.B. Phosphatidylserin , 
Phosphatidsaure oder das Anion eines Sphingolipids , wie 
z.B. Sulfatid, oder Polyethylenglykol (PEG), wie z.B. 
MPEG-DSPE, ist. 

12. Mittel nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die geladene Lipidkomponente fluoriert ist. 

13. Mittel nach einem der Anspriiche 6 bis 12, 

dadurch gekennzeichnet, daB als zusatzliche Hilfsstoffe 
e) Polymerpartikel in Form einer 25 %igen waBrigen Losung von 
Poloxamer eingesetzt werden. 

14. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 

dadurch gekennzeichnet, daB die genetischen Materialien in 

- SUV (Small unilamellar vesicles ) -PEG- Liposomen, 
LUV (Large unilamellar vesicles) -PEG- Liposomen, 

REV (Reversed face evaporation vesicles ) -PEG-Liposomen , 

- MLV (Multilamellar vesicles) -PEG-Liposomen, 

- Anti-Ki-67-Immun-PEG-Liposomen , 

- Anti-CEA-PEG-Liposomen oder 

- PEG DAC-Chol -Liposomen vorliegen. 

15. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB 
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die Starkepartikel lyophilisiert vorliegen in einer GroBe 
von 40-90 Aim und sie sich in physiologischer 
Kochsalzlosung in der Konzentration von 5 bis 70 mg/ml 
bef inden. 

16. Mittel nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Starkepartikel eine KorngroBe von 60 bis 90 /-una 
aufweisen. 

17. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

absorbierbares Gelatinepuder enthalten ist. 

18. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 17, 

dadurch gekennzeichnet, daB es als jodhaltiges 
Kontrastiaittel ein- oder mehrfach jodierte Phenylderivate 
enthalt . 

19. Mittel nach Anspruch 18, 

dadurch gekennzeichnet, daB es Iopromid, Ioxitalamat, 
Ioxaglat, Iopamidol, Iohexol, Iotralon, Metrizamid oder 
Ultravist enthalt. 

20. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

es als Kontrastmittel fluorierte Lipide enthalt. 

21. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

es 30 bis 90 mg lyophilisierte oder abbaubare 
Starkepartikel und 5 bis 100 mg verkapseltes oder 
unverkapseltes genetisches Material enthalt. 

22. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 17 und 20 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daB es 

- Markergen LacZ und Suizidgen pUT HSVtk, 
verkapselt in MLV-PEG, 
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- Starkepartikel Spherex Oder Gelfoam und 

- ein fluoriertes Kontrastmittel enthalt. 

23. Verfahren zur Herstellung eines Mittels gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB man 

30 bis 90 mg lyophilisierte oder abbaubare Starkepartikel 
und/oder Gelatine und/oder Polymerpartikel in 3 bis 6 ml 
Kontrastmittel lost und danach die therapeutisch 
notwendige Menge eines genetischen Materials zusetzt. 

24. Verfahren zur Herstellung eines Mittels gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB man 

die therapeutische Menge eines genetischen Materials und 
ggf. ein komplexierendes Agens in einem oder mehreren 
Lipiden lost und mit Starkepartikeln und einem 
Kontrastmittel versetzt . 

25. Verwendung von einem Mittel gemaB einem der Anspriiche 1 
bis 22 zum Gentransfer und zur Gentherapie, insbesondere 
zur Therapie von Lebermetastasen , Tumoren der Lunge, 
Blase, Kopf und Hals, Urogenital ien , Lymphknoten, Mamma, 
bei Glioblastomen, Arthritis und Asthma. 

26. Verwendung nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Mittel zur lokalen Gentherapie verwendet wird. 

27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Mittel zur intraarteriellen Therapie von 
Lebermetastasen verwendet wird. 

28. Verwendung von einem Mittel gemaB einem der Anspriiche 1 
bis 22 zur Behandlung von neurodegenerativen und 
Autoimmunerkrankungen . 



29. Verwendung nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, daB 
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das Mittel bei Parkinsonscher, Alzheimer Kkkrankheit und 
Multipler Sklerose verwendet wird. 

30. Verwendung nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

das Mittel bei Diabetes Typ I verwendet wird. 

31. Verwendung von einem Mittel gemaB einem der Anspriiche 1 
bis 22 zur Begleitung von Transplantationen 

32. Verwendung von einem Mittel gemaB einem der Anspriiche 1 
bis 22 zur Restenosebehandlung . 

33. Verwendung nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Mittel bei Bluthochdruck verwendet wird. 
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AB Antitumor effect of TNF has been demonstrated to be increased with 
some kinds of anticancer agents. We reported antitumor effect of 
hepatic endogenous TNF induced with gamma-IFN and OK-43 2 for 
hepatocellular carcinoma (HCC) . To increase antitumor effect of 
transcatheter arterial embolization (TAE) , hepatic arterial 
chemoembolization was performed with a mixture of gamma-IFN, OK-4 32 
and gelatin sponge following a mixture of Doxorubicin and iodized 
oil (LPO) on the first time. Serum alpha-f etoprotein decreased from 
18,903 ng/ml to 470 ng/ml but elevated three months after these 
procedures. Following the above procedure, hepatic arterial 
embolization with a mixture of gelatin sponge and Actinomycin D as 
an inhibitor of RNA was given the second time. Serum 
alpha-f etoprotein decreased under 5 ng/ml and computed tomography 
revealed decreased tumor size and low density area following this 
second procedure. Hepatic arterial chemoembolization with a mixture 
of hepatic induction of endogenous TNF and anticancer agents may 
well be beneficial for survival of patient with HCC. 
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